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Because of their symbiotic origin, many mitochondrial proteins are well-conserved across 
eukaryotic kingdoms. It is however less obvious how specific lineages have obtained novel 
nuclear-encoded mitochondrial proteins. Here we report a case of mitochondrial neo-
functionalisation in plants. Phylogenetic analysis of genes containing the Domain of Unknown 
Function 295 (DUF295) revealed that the domain likely originated in Angiosperms. The C-terminal 
DUF295 domain is usually accompanied by an N-terminal F-box domain, involved in ubiquitin 
ligation via binding with ASK1/SKP1 type proteins. Due to gene duplication, the gene family has 
expanded rapidly, with 94 DUF295-related genes in Arabidopsis thaliana alone. Two DUF295 
family subgroups have uniquely evolved and quickly expanded within Brassicaceae. One of these 
subgroups has completely lost the F-box, but instead obtained strongly predicted mitochondrial 
targeting peptides. We show that several representatives of this DUF295 Organellar group are 
effectively targeted to plant mitochondria and chloroplasts. Furthermore, many DUF295 Organellar 
genes are induced by mitochondrial dysfunction, while F-Box DUF295 genes are not. In 
agreement, several Brassicaceae-specific DUF295 Organellar genes were incorporated in the 
evolutionary much older ANAC017-dependent mitochondrial retrograde signalling pathway. 
Finally, a representative set of DUF295 T-DNA insertion mutants was created. No obvious aberrant 
phenotypes during normal growth and mitochondrial dysfunction were observed, most likely due 
to the large extent of gene duplication and redundancy. Overall, this study provides insight into 
how novel mitochondrial proteins can be created via ‘inter-compartmental’ gene duplication events. 
Moreover, our analysis shows that these newly evolved genes can then be specifically integrated 






Mitochondria are membrane‐bound organelles with  crucial  roles  in eukaryotic  cells,  including ATP 
production,  Fe‐S  cluster  synthesis,  the  Krebs  cycle  and  many  other  metabolic  functions.  The 
endosymbiotic  theory  proposes  that  mitochondria  are  derived  from  ancestral  bacteria  that  were 
engulfed and retained by a host cell, probably of archaeal origin (Spang et al. 2015). The exact lineage 
of  bacteria  that  was  the  precursor  to  mitochondria  is  not  known,  but  they  are  likely  related  to 
(alpha)proteobacteria (Martijn et al., 2018). During evolution, the genecontent of the mitochondrial 




to mitochondria  and  became  operational  elsewhere  in  the  cell,  e.g.  the  cytosol  and  peroxisomes 
(Huynen et al. 2013), or were lost entirely.  
Mitochondria  usually  contain  >1000  different  proteins,  e.g.  around  1800  proteins  in  mammals 
(Palmfeldt  and  Bross  2017),  and  perhaps  >2000  in  plant  mitochondria  (Rao  et  al.  2017).  As  the 
mitochondria‐containing  host  cell  was  probably  the  ancestor  for  all  eukaryotic  lineages  including 
plants,  animal  and  fungi,  one would  expect  the majority  of mitochondrial  proteins  to  be  of  clear 
bacterial origin. However, of the approx. 800 human nuclear genes that bear clear resemblance to 





‘lineage  specific’  origin  (e.g.  plant‐specific),  having  originated  after  the  Last  Eukaryotic  Common 








be gene duplication, whereby a new copy of a gene  is  created  in  the genome.  In most  cases,  the 
encoded  protein  retains  its  original  subcellular  localisation  (intra‐compartmental  duplication) 
(Szklarczyk and Huynen 2009). However, in rare cases, the duplication results in one of the encoded 
proteins becoming targeted to another subcellular location (inter‐compartmental duplication). 
Another  consequence  of  the  endosymbiotic  nature  of  the  eukaryotic  cell,  is  the  need  for  more 
complex transcriptional regulation. As most of the genes encoding mitochondrial or plastid proteins 




in  the  organelle  changes  (e.g.  availability  of  substrates  or  light,  inhibition  of  important  enzymes, 
reactive  oxygen  species),  adequate  adjustments  in  transcript  levels  are  needed  to  fine‐tune  the 
organellar  proteomes.  This  further  raises  the  question  of  how  lineage‐specific  organellar  proteins 








94  representatives  in  the  Arabidopsis  thaliana  genome.  Our  findings  show  that  relatively  recent 
tandem  gene  duplications  in  the  Brassicaceae  family  have  lead  to  neo‐functionalisation  in  plant 
mitochondria. Most  likely through  incomplete gene duplication, an ancestral DUF295 domain gene 
has  lost  its  N‐terminus,  and  has  instead  obtained  a  functional  mitochondrial  targeting  peptide. 
Furthermore,  we  show  that  several  of  these  new  mitochondrial  proteins  have  been  specifically 







functions.  The  term  Domain  of  Unknown  Function  (DUF)  was  originally  coined  to  describe  two 












found  by  EBI  (http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR005174/taxonomy)  in  the  Basidiomycete 
Exigia glandulosa  (KZV93935.1; Fungi). However,  this order‐specific protein  (Auriculariales) did not 
have any homologs with the DUF295 domain, suggesting it is not a true DUF295 domain protein, or 




were  found  in gymnosperms  (Figure 1,  Supplementary Figure 2). However, DUF295 proteins were 
found in monocots (e.g. Oryza sativa subsp. japonica contains 264 DUF295 proteins) and dicots (e.g. 
Populus  trichocarpa  contains  23).  The  presence  of  DUF295  proteins  in  the Angiosperm Amborella 
trichopoda, which is thought to be a ‘sister species’ of flowering plants that branched off after the 
gymnosperms, but before the monocot‐dicot divergence, was ambiguous (Amborella Genome 2013). 
Using a search with  the DUF295 PFAM HMM profile, no A.  trichopoda proteins were  identified.  In 
conclusion,  the  DUF295  domain  is  strongly  represented  in  monocots  and  dicots,  and  has  likely 
originated around the branching of A. trichopoda, after the gymnosperm/angiosperm divergence. 
 
Figure  1.  Phylogenetic  analysis  of  the  DUF295  protein  family.  (A) Unrooted  phylogenetic  tree  of 
proteins  containing  DUF295  domains  in  representative  Angiosperm  species.  Scale  bar  indicates 
percentage divergence. For clarity gene and species names have been removed, but information on 
dicot, monocot or Amborella trichopoda is indicated by different circles (see figure). A fully annotated 



























Interestingly,  AtFDA9  (At2g16300)  is  nearly  identical  to  the  adjacent  gene  AtFDA8  (At2g16290), 
however a frame shift has occurred due to a single base deletion just before the start of the DUF295 
domain. This  leads  to a premature  stop  codon and  truncated AtFDA9 protein of 322 amino acids, 
instead of around 415 amino acids as in AtFDA8 (where the DUF295 domain is at position 319‐360). If 




778 amino acids  long. The PCH1 ‘domain’  (a phytochrome interaction domain)  is  located at the N‐
terminal, and the F‐box is at amino acids 459‐505. In the other AtFDA genes the F‐box is located right 
at the N‐terminal (e.g. residues 3‐48 in AtFDA8), suggesting it is a compound gene. Indeed, 6 splice 




sequence,  and  only  the  short  splice  variant  could  be  cloned  (At2g16365.2)  (Huang  et  al.  2016). 
Therefore, we propose that the currently annotated At2g16365 locus actually encodes two separate 
genes, PCH1 and AtFDA10. Additionally, AtFDA10 has a two‐base insertion upstream of the DUF295 







AtFDB1‐38  (F‐Box/DUF295  Brassiceae‐specific).  Despite  their  relatively  large  number,  not  much 
functional  information  could  be  found on  these proteins.  The  same  study  that  identified  6 AtFDA 
proteins to interact with ASK1 and its homologs in Arabidopsis, could not detect ASK1‐interaction for 




each  containing  17  Arabidopsis  thaliana  proteins,  and  many  orthologs  in  the  other  included 
Brassicaceae  species.  Remarkably,  none  of  the  proteins  in  this  third  group  contained  the  F‐box 
domain, and only the C‐terminal DUF295 domain could be found as an annotated domain (Figure 1). 












It  was  surprising  to  find  that  both  groups  of  Brassicaceae‐specific  DUF295  proteins  (Figure  1) 






genes),  nearly  70%  (63  genes)  were  present  as  tandem  repeats,  representing  27  tandem  groups 
(Suppl. Table II). Duplication rates were particularly high in the DUF295‐only group, with 27 of 34 genes 










Since  the N‐terminal  F‐box domain was  lost or missing  in  the  third group of DUF295 proteins, we 
analysed the N‐terminal region of these proteins in greater detail. Surprisingly, the large majority of 
the Arabidopsis  thaliana  representatives  contained predicted mitochondrial  targeting  peptides,  as 



















localisation,  as  evidenced  by  co‐localisation with  an  alternative  oxidase‐RFP marker.  AtDOB5  also 




























tandem  pairs  of  two  genes  were  found  to  cluster  together  and  showed  very  similar  expression 
patterns (e.g. AtDOA1/2, AtDOA14/15, AtDOB4/5, AtDOB16/17). Interestingly such paired expression 
patterns were often observed  for AtDOA and AtDOB genes, whereas  F‐box  containing  genes only 





mixed AtFDA/AtFDB genes  expressed  in  siliques,  or  8  genes  induced  by B.  cinerea  infection  (with 
members  of  AtFDA/FDB/DOA/DOB  groups).  Clearly  the  genes  in  these  groups  were  not  tandem 





To  get  more  insight  into  which  DUF295‐related  genes  may  be  more  active  and/or  functionally 
important,  we  assessed whether  they  are  retained  as  intact  open  reading  frames  in  the  genome 
sequences  of  1135  Arabidopsis  thaliana  accessions  published  by  the  1001  Genomes  consortium 
(Consortium 2016).  For all 94 Arabidopsis  thaliana  Col‐0 DUF295‐related genes,  the occurrence of 











Expression  values,  normalized  per  gene,  are 
shown  for  72  expressed  DUF295  genes.  Gene 
names  are  colored  to  indicate  the  family 
subgroups  (see  Figure  1).  Only  a  subset  of  25 











genes  are  either  ‘consolidated’  or  ‘degenerating’  based  on  our  cut‐offs,  with  only  one  remaining 
‘undecided’  (AtFDA16).  This  further  supports  the  idea  that  the  FDA  genes  are  relatively  ancient. 
Similarly,  both  AtFDR  genes  show  strong  expression  and  very  low  HIMs  (0‐1),  and  thus  seem 
completely  ‘consolidated’,  supporting  their pre‐monocot/dicot divergence origin.  For  the probably 
more recent Brassicaceae‐specific genes, the situation looks different. For the AtFDB F‐box genes an 
even  distribution  across  the  three  groups  can  be  seen,  suggesting  selection  is  still  ongoing  and 






Figure 4. High  impact mutations  identified by  the 1001 Genomes  tool.  (A) Accumulation of high‐
impact mutations  (HIMs)  in  1135 Arabidopsis  thaliana  accessions  compared  to  Col‐0 were  plotted 









(Table  1).  To  further  examine  the  specificity  of  DUF295  Organellar  proteins  in  responding  to 
mitochondrial dysfunction, an antimycin A treatment time course was set up. Gene expression levels 
were measured  for  the most  highly‐induced AtDOA  representative  (AtDOA10,  according  to  Suppl. 







Figure  5.  DUF295  organellar  genes  are  incorporated  into  mitochondrial  retrograde  signalling 
networks. Two‐week‐old Col‐0 and anac017 mutant plants were treated with antimycin A and samples 
were collected in triplicate pools of plants. mRNA levels were quantified using qRT‐PCR and normalised 








h,  which  was  where  the  peak  expression  occurs  in  wildtype  plants  (Figure  54).  Some  delayed 
expression was observed  towards 9‐12h, which was most  likely  due  to  contributions by ANAC017 
homologs, such as ANAC013, ANAC053 and ANAC078  (De Clercq et al. 2013; Van Aken et al. 2016). 
No significant differences in gene expression for AtFDA11/SKIP23 or AtFDB2 were observed between 
Col‐0  and  the anac017 mutants.  In  summary,  the  tested DUF295 Organellar  genes were  strongly 
induced  by  mitochondrial  dysfunction  in  an  ANAC017‐dependent  way.  The  F‐box  DUF295  genes, 
however, seem to be largely unresponsive to mitochondrial stress signalling. 
The promoters of  the 8 DUF295 Organellar genes  that were  found as  responsive  to mitochondrial 










have  become  incorporated  into  a  mitochondrial  signalling  network.  Additionally,  this  must  have 
occurred relatively recently in evolutionary history, since the DUF295 Organellar proteins only evolved 
in Brassicaceae. As mitochondrial retrograde signalling occurs in all eukaryotic kingdoms (da Cunha et 




classification  grouped  Arabidopsis  thaliana  genes  in  13  classes  based  on  their  evolutionary 
conservation  (Quint  et  al.  2012),  ranging  from  genes  universally  conserved  in  cellular  organisms 
(phylostratum  1),  via  Viridiplantae,  to  genes  that  are  Brassicaceae‐  (phylostratum  12)  or  even 
Arabidopsis thaliana‐specific (phylostratum 13). Next a co‐expression analysis was performed using 















genes  regulated  by  ANAC017,  based  on  previous  data  (Suppl.  Table  V).  This  indicated  that  the 















To  investigate  the  function  of  DUF295  genes  in  plants,  we  isolated  T‐DNA  insertion  mutants  for 














obvious  phenotypical  differences  in  plant  appearance  were  observed.  As  the  selected  DUF295 
organellar genes clearly responded to mitochondrial dysfunction, root growth inhibition by antimycin 
















Through  extensive  phylogenetic  analysis  of  the  DUF295  family,  this  study  found  that  the  F‐
box/DUF295 domain combination is the most prevalent and conserved configuration in Angiosperms 
(Figure 1). Most likely these types of proteins derived from F‐box precursor proteins, and the DUF295 








Given  the  large number of  FDA proteins within  the  same  species,  it  is  likely  that  a  large  range of 
proteins may be post‐translationally regulated by such a mechanism. The binding of at least 6 other 
AtFDA proteins with ASK1/SKP1 was shown using yeast two‐hybrid assays, suggesting this is a common 
feature  (Kuroda et al. 2012). AtFDA11/SKIP23 was also  found to  interact with 14‐3‐3 proteins, but 
could  not  be  shown  to be directly  involved  in  ubiquitination  (Hong  et  al.  2017).  From  the  limited 






has  diverged  significantly. Whether  these  proteins  have  obtained  a  different  function  is  currently 
unclear. At  least a  single  loss‐of‐function mutation  in AtFDB2 did not  result  in obvious phenotypic 
differences, but this may be due to the extensive redundancy. 









patterns,  suggesting  they  are not pseudogenes. However,  their  function  remains unclear  for now. 
Assuming that the DUF295 domain  is a protein‐protein  interaction domain,  they may directly bind 
other  proteins. Due  to  the  loss of  the  F‐box domain,  this  is  unlikely  to  lead  to ubiquitination and 





(unknown)  functions  that  are  assisted  by  the  DUF295  domain,  or  perhaps  act  as  a  flexible  linker 
between  the  two  domains.  To  some  extent  the  organellar  DUF295  proteins  show  similarities  to 
microProteins, which are proteins that only contain a protein‐protein interaction domain, but no other 
clear functional domains (Bhati et al. 2018). MicroProteins are thought to have regulatory effects for 





A  broad  gene  expression  analysis  revealed  that  only  very  few  DUF295  genes  are  ubiquitously 
expressed (Figure 3), e.g. AtFDA11/SKIP23  and AtFDB2, which were selected for further study. Most 
other  genes  had  relatively  specific  expression  patterns.  Besides  two  groups  of  stress‐responsive 
DUF295  genes,  most  patterns  were  strongly  biased  towards  young  reproductive  tissues,  such  as 
siliques, anthers and pollen. Such a bias towards expression of recently evolved genes  in the male 
germ  line  (‘out  of  testis’)  has  been  reported  in  animal  systems.  It  has  been  proposed  that  male 
gametophytes act as an ‘innovation incubator’, driving species specification and providing new genes 
to support the arms race against microbial pathogens (Cui et al., 2015). Also other studies support the 










it makes  sense  that many of  them have become  integrated  in a mitochondrial  signalling network, 
regulated by ANAC017 and its close homologs. This in contrast to the FDA and FDB proteins, which do 
not appear to be regulated by mitochondrial signalling. Thus, the regulatory information surrounding 
the  coding  sequences  of  the  ancestral  F‐box  DUF295  genes  (e.g.  promoter)  may  not  have  been 
strongly retained during the gene duplication events or at least considerably altered. The question is 
therefore how the integration into the mitochondrial signalling network occurred. One mechanism 
could  be  a  gradual  shift  in  regulation,  whereby  a  non‐mitochondrially  regulated  duplicated  gene 
evolved  novel  regulatory  information  in  the  promoter,  allowing  it  to  perform  its  mitochondrial 












(2  out  of  2  at  this  locus).  This  suggests  their  co‐regulation  is  possibly  caused by  co‐duplication of 
regulatory information. This co‐expression of neighbouring genes has been observed previously for 
unrelated MATE multidrug and toxin efflux carriers At2g04040, At2g04050 and At2g04070, which are 













related  domain  evolved  as  an  additional  C‐terminal  domain  to  existing  F‐box  proteins  in  early 
angiosperms (presumably 140‐180 million years ago). The DUF295 domain was then consolidated in 
monocots  and  dicots  forming  the  ancestral  F‐box  DUF295  (FDA)  protein  family,  which  expanded 
extensively in the different species via (tandem) gene duplication events.   More recently (approx. 32 
million years ago), aberrant gene duplications specifically in the Brassicaceae resulted in divergent F‐
box DUF295 (FDB) proteins. The F‐box domain was most  likely  lost  t by  ‘faulty’ or  incomplete gene 
duplication, and replaced with a mitochondrial or chloroplast targeting peptide (mTP/cTP), resulting 
































and  cloned  into  the  pDONR201  Gateway  vector  (Invitrogen,  CA,  USA).  Cloning  into  the  final  GFP 
pDEST‐CGFP vectors was done as described (Carrie et al., 2008b). The 42 amino acids targeting signal 
of  alternative  oxidase  (AOX) was  fused  to  RFP  as  a mitochondrial marker,  and  the  Rubisco  small 




of  Arabidopsis  suspension  cell  culture  (4‐5  days  after  6x  dilution  of  a  1‐week‐old  culture  in  fresh 
medium) were placed on osmoticum medium and bombarded. Cells were then incubated for 24‐48 h 























single  nucleotide  polymorphisms with  high  impact  for  all  94 Arabidopsis  thaliana DUF295‐related 
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AT1G44080  AtFDA1  ‐  +  ‐  +  +  nu  ‐    ‐  Ang Eud  
AT1G57906  AtFDA2  ‐  +  ‐  +  +  cyt  ‐    ‐ 
AT1G64840  AtFDA3  ‐  +  ‐  +  +  cyt,pm  ‐  +  ‐  Vir   
At1g65375  AtFDA4  ‐  +  ‐  +  +  ‐  ‐    ‐ 
AT1G65740  AtFDA5/UCL1  ‐  +  ‐  +  +  cyt  ‐  +  ‐  Eud Brass  
AT1G65760  AtFDA6  ‐  +  ‐  +  +  pm  ‐    ‐ 
AT1G65770  AtFDA7  ‐  +  ‐  +  +  mito  ‐  +  ‐  Eud Brass  
AT2G16290  AtFDA8  ‐  +  ‐  +  +  pm  ‐    ‐  Ang Eud Brass 
AT2G16300  AtFDA9  ‐  +  ‐  +  +  pm  ‐    ‐  Ang Eud Brass 
AT2G16365  AtFDA10  ‐  +  ‐  +  +  nu  ‐    ‐  Vir   
AT2G17030  AtFDA11/SKIP23  ‐  +  ‐  +  +  golgi  ‐  +  ‐  Vir   
AT2G17036  AtFDA12  ‐  +  ‐  +  +  cyt  ‐    ‐ 
AT2G17690  AtFDA13  ‐  +  ‐  +  +  cyt  cyto  +  ‐  Ang Eud Brass 
AT2G24250  AtFDA14  ‐  +  ‐  +  +  cyt  ‐  +  ‐  Land   
AT2G24255  AtFDA15  ‐  +  ‐  +  +  pm  ‐    ‐  Ang Eud  
AT2G26160  AtFDA16  ‐  +  ‐  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT3G25750  AtFDA17  ‐  +  ‐  +  +  nu  ‐    ‐  Ang Eud  
AT4G35733  AtFDA18  ‐  +  ‐  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT5G24040  AtFDA19  ‐  +  ‐  +  +  cyt  ‐    ‐  Land   
AT5G60060  AtFDA20  ‐  +  ‐  +  +  cyt  ‐    ‐ 
AT1G10110  AtFDB1  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT1G27540  AtFDB2  ‐  +  +  +  +  plastid  ‐    ‐  Vir   
AT1G27550  AtFDB3  ‐  +  +  +  +  mito  ‐    ‐  Brass   
AT1G27580  AtFDB4  ‐  +  +  +  +  mito  ‐    ‐  Ang Eud  
AT1G67160  AtFDB5  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT1G69090  AtFDB6  ‐  +  +  +  +  plastid  ‐    ‐  Brass   
AT2G03560  AtFDB7  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud Brass 
AT2G03610  AtFDB8  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT2G04810  AtFDB9  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT2G04830  AtFDB10  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Brass  
AT2G04840  AtFDB11  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT2G05970  AtFDB12  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud Brass 
AT2G14290  AtFDB13  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Land   
AT2G14500  AtFDB14  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT2G24080  AtFDB15  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Eud   
AT2G33190  AtFDB16  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐  ‐  ‐ 
AT2G33200  AtFDB17  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐  ‐  ‐  Ang Eud  
AT3G03726  AtFDB18  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT3G03730  AtFDB19  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT3G22333  AtFDB20  ‐  +  +  +  +  ‐  ‐    ‐  Ang Eud  
AT3G22345  AtFDB21  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT4G10820  AtFDB22  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT4G12810  AtFDB23  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐  ‐  ‐  Ang Eud  
AT4G12820  AtFDB24  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT4G14165  AtFDB25  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT4G17565  AtFDB26  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐  ‐  ‐  Ang Eud  
AT4G22035  AtFDB27  ‐  +  +  +  +  ‐  ‐    ‐  Eud Brass  
AT4G22030  AtFDB28  ‐  +  +  +  +  plastid  ‐    ‐  Ang   
AT4G22060  AtFDB29  ‐  +  +  +  +  pm,golgi  ‐  ‐  ‐  Ang Eud  
AT4G22165  AtFDB30  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT4G22170  AtFDB31  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT4G22180  AtFDB32  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐ 
AT4G22660  AtFDB33  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT5G14160  AtFDB34  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Land   
AT5G25290  AtFDB35  ‐  +  +  +  +  pm  ‐  ‐  ‐  Ang Eud  
AT5G25300  AtFDB36  ‐  +  +  +  +  nu  ‐    ‐  Ang Eud  
AT5G38270  AtFDB37  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT5G66830  AtFDB38  ‐  +  +  +  +  cyt  ‐    ‐ 
AT1G57790  AtFDR1  +  +  ‐  +  not clear  cyt  ‐  +  ‐ 
AT5G55150  AtFDR2  +  +  ‐  +  not clear  pm  ‐    ‐  Land   
AT1G05540  AtDOA1  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    ‐  Land   
AT1G05550  AtDOA2  ‐  +  +  ‐  +  pm  ‐    ‐  Land Ang  
AT1G30160  AtDOA3  ‐  +  +  ‐  +  cyt  ‐    +  Eud   
AT1G30170  AtDOA4  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    ‐  Ang   
AT1G68960  AtDOA5  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    ‐  Ang Eud  
AT2G45940  AtDOA6  ‐  +  +  ‐  +  cyt  ‐    ‐  Land Vir  
AT4G14260  AtDOA7  ‐  +  +  ‐  +  nu  ‐    ‐  Brass Eud  
AT4G16080  AtDOA8  ‐  +  +  ‐  +  mito  mito    ‐ 
AT4G25920  AtDOA9  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    ‐  Eud   
AT4G25930  AtDOA10  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    +  Ang Eud  
AT5G03390  AtDOA11  ‐  +  +  ‐  +  mito  plastid    ‐  Land   
AT5G46130  AtDOA12  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    ‐ 
AT5G46140  AtDOA13  ‐  +  +  ‐  +  cyt  ‐    ‐ 
AT5G53780  AtDOA14  ‐  +  +  ‐  +  cyt  ‐    ‐  Eud Brass  
AT5G53790  AtDOA15  ‐  +  +  ‐  +  pm  ‐    ‐  Brass   
AT5G55440  AtDOA16  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    ‐  Eud Brass  
AT5G67040  AtDOA17  ‐  +  +  ‐  +  cyt  ‐    ‐  Brass   
AT3G25200  AtDOB1  ‐  +  +  ‐  +  cyt  ‐    ‐  Ang Eud  
AT3G43170  AtDOB2  ‐  +  +  ‐  +  perox  ‐    ‐  Ang Eud  
AT4G13680  AtDOB3  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    ‐  Brass Eud  
AT5G52930  AtDOB4  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    + 
AT5G52940  AtDOB5  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    +  Vir   
AT5G53230  AtDOB6  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    +  Ang Eud  
AT5G53240  AtDOB7  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    ‐  Brass   
AT5G54320  AtDOB8  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    ‐  Ang Eud  
AT5G54330  AtDOB9  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    ‐  Ang Eud  
AT5G54420  AtDOB10  ‐  +  +  ‐  +  pm  ‐    ‐  Land Brass  
AT5G54450  AtDOB11  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    +  Ang Eud  
AT5G54550  AtDOB12  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    +  Ang Eud  
AT5G54560  AtDOB13  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    +  Land   
AT5G55270  AtDOB14  ‐  +  +  ‐  +  plastid  ‐    ‐  Eud   
AT5G55870  AtDOB15  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    ‐  Ang Eud  
AT5G55880  AtDOB16  ‐  +  +  ‐  +  mito  ‐    ‐  Ang Eud  





Figure  1.  Phylogenetic  analysis  of  the DUF295  protein  family.  (A) Unrooted  phylogenetic  tree  of 
proteins  containing  DUF295  domains  in  representative  Angiosperm  species.  Scale  bar  indicates 
percentage divergence. For clarity gene and species names have been removed, but information on 
dicot, monocot or Amborella trichopoda is indicated by different circles (see figure). A fully annotated 




Figure  2.  DUF295 organellar  proteins  are  targeted  to  the mitochondria. C‐terminally GFP‐tagged 








Figure 4. High  impact mutations  identified by  the 1001 Genomes  tool.  (A) Accumulation of high‐
impact mutations  (HIMs)  in 1135 Arabidopsis  thaliana accessions  compared  to Col‐0 were plotted 





Figure  5.  DUF295  organellar  genes  are  incorporated  into  mitochondrial  retrograde  signalling 
networks.  Two‐week‐old  Col‐0  and  anac017 mutant  plants  were  treated  with  antimycin  A  and 
samples were collected in triplicate pools of plants. mRNA levels were quantified using qRT‐PCR and 
normalised to Col‐0 at time point 0h. Asterisks indicate statistically significant difference in expression 




Arabidopsis  thaliana  genes  were  identified.  Overrepresented  evolutionary  conserved  phylostrata 
were searched in these 300 genes. This analysis was done on all Arabidopsis thaliana genes (All Athal), 
all  94  DUF295‐related  genes  (All  DUF295),  the  8  DUF295  genes  responding  to  mitochondrial 
dysfunction or mitochondrial retrograde regulation (MRR DUF295) and on 21 genes that have been 
consistently found to be regulated by ANAC017 in MRR. The percentage indicates how many genes 












related  domain  evolved  as  an  additional  C‐terminal  domain  to  existing  F‐box  proteins  in  early 
angiosperms (presumably 140‐180 million years ago). The DUF295 domain was then consolidated in 












the  methods  section.  Scale  bar  indicates  percentage  divergence.  Color  coding  for  the  different 
subgroups:  green  (F‐box  DUF295  Ancestral),  red  (F‐box  DUF295  Brassicaceae),  blue  (DUF295 
Organellar A), purple (DUF295 Organellar B), pink (F‐box DUF295‐related). 
 
Supplemental  Figure  3.  AtDOB5  is  targeted  to  the mitochondria  and  plastids. C‐terminally  GFP‐









MS:  subcellular  location as detected by mass  spectrometry; ASK1 binding: experimentally protein‐
protein  interaction  with  SKP1/ASK1  proteins;  MRR:  transcriptionally  regulated  by  mitochondrial 
retrograde  signalling;  Co‐expressed  phylostratum:  overrepresented  phylostrata  in  the  300  most 
strongly co‐expressed genes (Ang: angiosperms; Eud: eudicots; Vir: viridiplantae; Brass: Brassicaceae; 
Land: land plants); max tpm: max.imum transcripts per million in the RNA‐seq data sets (genes with 







Supplementary Figure 1. Sequence Logo of the DUF295 domain (PFAM PF03478).
0.5
AT1G65740
Carubv10016480m.g
Carubv10027832m.g
THA.LOC104816671
AL6G13690
AL1G20650
AT1G05540
LOC_Os11g39609
AL4G28800
Carubv10011422m.g
Carubv10023469m.g
AT1G67160
AL7G31500
AT5G38270
AT3G03730
AL4G15555
AL71U10010
AL6G37030
Carubv10023293m.g
Carubv10024867m.g
AT4G22170
Carubv10003244m.g
AT5G53230
Glyma.10G088700
LOC_Os01g08830
AL1G15400
Brara.J01032
AL4G18500
THA.LOC104818104
Carubv10007515m.g
Carubv10007465m.g
Carubv10028365m.g
LOC_Os11g37060
Carubv10009511m.g
AT5G54560
AT5G53780
Brara.K00242
AL7G30780
Brara.F00245
AT2G17690
Glyma.13G230700
Cpa.g.sc20.134
AL4G18490
AT1G05550
Brara.B01427
AL4G18550
AT5G60060
Brara.K01259
Carubv10003633m.g
AL6G43900
Carubv10023393m.g
THA.LOC104807035
Brara.G02042
AT4G22165
AL8G33590
LOC_Os08g34860
Brara.D01451
Carubv10018898m.g
Carubv10016144m.g
AL3G49860
AL8G29940
Carubv10016130m.g
Carubv10024494m.g
AL4G18420
AT2G17030
Carubv10007554m.g
AT5G53240
AL4G15560
Carubv10003367m.g
Brara.J01537
AL6G33250
Carubv10025394m.g
Potri.002G014500
Brara.H01907
Brara.B01451
Brara.A02220
Zm00001d002211
AT2G03560
Carubv10018394m.g
AT4G35733
Brara.H01335
AL6G12720
Carubv10003392m.g
Brara.F03850
AT2G24250
AT2G14500
THA.LOC104806512
AL4G15600
AT1G30170
Carubv10004891m.g
Carubv10003315m.g
Carubv10015416m.g
Brara.C01058
Glyma.02G043500
AL8G21900
Carubv10027916m.g
Carubv10011670m.g
LOC_Os07g48940
AL1G44060
Cpa.g.sc130.17
Brara.H01908
THA.LOC104825227
AL3G27490
Glyma.16G120800
AL1G52130
Carubv10002815m.g
Carubv10025551m.g
AT1G27540
Carubv10027862m.g
AT5G54420
AL3G44030
Brara.F02655
AL6G35370
AL6G19150
AL4G15620
LOC_Os08g33010
AL7G31480
Carubv10028404m.g
Carubv10007853m.g
AL3G46030
AT2G45940
AL919U10020
Carubv10012459m.g
Brara.C04591
AT1G30160
AL5G13330
AT5G67040
Brara.C01313
Brara.G02841
AL236U10020
Brara.C04601
AL7G42050
AL2G25660
Glyma.03G196600
AT5G55270
AL1G33250
AL1G44070
Brara.D01501
Brara.C01694
AL8G30980
Brara.C02684
LOC_Os11g38130
AT2G14290
AT5G54330
Carubv10003152m.g
Brara.J00916
Carubv10006558m.g
AT2G33190
AL3G13350
AT5G54320
AT5G66830
Brara.C04597
AT5G52940
AT1G69090
AL6G44750
AL7G52570
Brara.J02793
Potri.005G104100
LOC_Os11g37300
AT2G04810
AT4G13680
Brara.I03884
Brara.K01072
Carubv10023388m.g
Brara.B01370
AL8G27430
LOC_Os11g37390
Brara.B01429
Potri.001G277400
Brara.A01360
AL6G22950
Carubv10023404m.g
Carubv10007075m.g
AT2G03610
Carubv10027760m.g
AL1G40990
Carubv10011608m.g
AL3G11210
Brara.B01338
Brara.J00375
Carubv10007106m.g
Brara.A00887
AT1G65770
Carubv10021531m.g
Carubv10002412m.g
Brara.H01099
AL4G14540
LOC_Os11g38140
Potri.006G212600
Carubv10027502m.g
Carubv10007968m.g
AL6G35360
AL4G28770
AT5G54550
AL4G18560
AT4G22660
AT4G10820
Carubv10024912m.g
AT5G55150
AL7G52550
AT5G46140
THA.LOC104816392
AT2G17036
Carubv10022095m.g
AT5G55440
AL7G37040
Brara.H01963
AL5G44140
AL3G42400
AT1G10110
Glyma.16G120700
Carubv10002216m.g
AL4G45160
Brara.F03754
Carubv10007252m.g
AL8G44570
AT4G22180
Brara.I00983
AT3G03726
AL1G42930
Carubv10015260m.g
Carubv10018951m.g
Carubv10017480m.g
Carubv10002901m.g
AL7G31510
AL4G43800
Carubv10015853m.g
Brara.B02718
AT4G25920
Brara.C01695
Brara.I02282
AL4G14530
AL8G30820
LOC_Os06g05580
AT5G54450
AL4G28810
LOC_Os04g08510
Carubv10011856m.g
AL2G28010
Brara.J00830
AT2G16290
LOC_Os11g38500
Carubv10028398m.g
AL9U11730
Zm00001d002225
AT2G04830
LOC_Os08g34820
Carubv10024662m.g
Zm00001d002232
Brara.A01240
LOC_Os03g40370
AT4G22030
Brara.B00925
Brara.J00376
Brara.K00243
Brara.D02791
AL8G29920
Potri.005G105100
AT2G24255
Brara.D01496
AL3G50670
Brara.C02578
Carubv10013923m.g
Brara.I02257
Brara.B01371
Glyma.04G019900
AT2G33200
AL9U10710
AL998U10020
Cpa.g.sc5.10
Brara.I05255
AL4G14510
Cpa.g.sc20.133
AL7G31490
Carubv10006354m.g
AL7G39110
AL8G33570
AL5G13340
Brara.C02404
Brara.H01636
Zm00001d039576
Potri.012G106800
AT1G65760
Brara.F03847
GSVIVG01023970001
AL3G40910
AT5G24040
Brara.I05546
Carubv10020502m.g
AL8G30680
AT2G24080
AL7G27090
AT4G12820
AL4G18540
AL4G14170
LOC_Os12g05609
LOC_Os03g51090
Zm00001d017289
Potri.005G105000
AL3G52390
AL4G46610
AT1G68960
AL6G47240
Potri.009G140000
Brara.H00149
AL3G52380
Carubv10002920m.g
AL8G36650
Brara.E00032
Zm00001d002231
AL4G14150
Carubv10015886m.g
Brara.F03183
Brara.H01771
Brara.A01238
AT4G14165
Brara.A02133
Brara.B01351
Brara.I04716
AT2G04840
AL4G15660
AL6G24840
AL6G47230
AT2G16300
Carubv10006577m.g
AT1G27580
Zm00001d002205
THA.LOC104825270
AL3G13540
LOC_Os06g35080
AL8G28740
AL8G27440
Brara.B01428
Carubv10023343m.g
THA.LOC104807438
Carubv10006474m.g
Brara.C02463
AT4G17565
AT5G46130
Carubv10027569m.g
Brara.J00917
AT5G14160
AL3G42420
Brara.I00992
Brara.G00114
AT2G26160
AL2G26330
Brara.F03927
AT1G57790
Carubv10016136m.g
AL4G18510
AL8G29780
AL4G28780
Carubv10028522m.g
AL8G29750
AL7G31520
AL7G27070
AT5G03390
Potri.002G015700
AT4G25930
AT5G55890
LOC_Os11g36350
AL4G28760
AT4G22035
Carubv10011245m.g
Brara.H00150
Brara.B03689
AL9U10960
Brara.H00148
Carubv10024711m.g
AT1G64840
Brara.I03078
Carubv10024706m.g
ATR0851G001
LOC_Os12g05709
Carubv10009391m.g
Brara.D01499
Brara.H02999
Brara.B02694
Brara.A03813
AL4G15530
Carubv10024828m.g
Brara.C04596
Zm00001d033126
AL5G13320
Brara.C00520
Carubv10003616m.g
Glyma.10G073700
Carubv10007611m.g
Carubv10018843m.g
AT5G52930
AT2G16365
Potri.010G116800
Potri.005G105200
THA.LOC104819663
LOC_Os01g22430
Carubv10024854m.g
Brara.G01153
AL4G15500
Brara.D01452
Glyma.13G154400
AL8G17590
Brara.D02010
Brara.A01358
LOC_Os03g58764
AL7G31470
AT1G27550
Carubv10013863m.g
AL6G37020
Potri.016G079300
Brara.I02906
AT1G65735
AT3G22333
AL3G32070
AT2G05970
Carubv10006634m.g
LOC_Os08g34890
Brara.B01203
AL4G18570
Carubv10012484m.g
Zm00001d002179
Carubv10004967m.g
AT3G43170
AL1G60840
Carubv10012442m.g
Potri.005G105400
Carubv10011830m.g
THA.LOC104821381
Carubv10007343m.g
AL2G18550
AT1G57906
AL2G18850
AT5G53790
LOC_Os11g38070
AL4G18480
AL1G41020
AL3G44060
AL7G42840
AL8G29950
Brara.E01073
AL4G14520
Potri.004G134900
AL1G15390
AL8G29760
Carubv10025549m.g
THA.LOC104812488
Carubv10023468m.g
AL5G13350
AT1G44080
Carubv10018792m.g
AL3G43390
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LOC_Os11g36790
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AL3G42410
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Brara.A03005
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Brara.C00517
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GFP AOX-RFP Overlay
AtDOB5
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GFP SSU-RFP Overlay

